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背景と目的

近年，獣医療域における尿路感染症の重症化，慢
性化が問題となっている。主な治療法は抗菌剤の投
与であるが，症状が改善しやすい反面，再発や耐性
菌の出現によって根治に至らず致死的となることも
少なくない[1]。腸球菌は，ヒトや動物の腸管に常在
する正常細菌叢であるが，種々の抗菌剤に対して自
然耐性を持つことから，ひとたび“日和見”感染症を
引き起こすと制圧が困難な病原菌でもある。伴侶動
物の長寿化に伴い，免疫能の低下した個体が腸球菌，
と く に Enterococcus faecalis（E. faecalis）や
Enterococcus faecium（E. faecium）に感染し，難治
性の膀胱炎を起こす事例が多発している。不適切な
抗菌剤の投与が続けられた場合，これらの腸球菌は
高度に薬剤耐性化しており，もはや治療法は残され
ていない。
本研究では代替療法としてファージセラピーに着
目し，E. faecalis およびE. faeciumを溶菌するバク
テリオファージの探索を行った。バクテリオファー
ジ（ファージ）とは細菌に感染するウイルスの総称
であり，中でもビルレント（溶菌性）ファージは子
ファージ放出の際に菌体を内側から破壊するため，
宿主細菌を溶解する[10]。また，ファージが感染し得
る細菌種は限定的であるとされており，他の細菌叢
に影響を及ぼす可能性が低いことから抗菌剤に替わ
る感染症制御のツールとして注目を集めてい
る[4,5,8]。

材料と方法

【供試細菌株】
ファージを感染させる細菌株には，ATCC基準株

（E. faecalis 19433T，E. faecium 19434T）およびカラ
ス，ウシ，イヌ，ネコ，カンガルー，健康補助食品
などから分離した E. faecalis 11 株，E. faecium 10
株の合計 21 株を使用した。グラム染色，カタラー
ゼ試験，チトクローム・オキシダーゼ試験，胆汁酸
塩エスクリン培地（Fluka）による培養を行った後，
Api 20 Strep（シスメックス・ビオメリュー株式会
社），PCR法およびMALDI-TOFMSにより菌種を
同定した。全ての細菌株は 5％ウシ血清添加
Mueller HintomⅡAgar（BD）培地上で，ディスク
拡散法による薬剤感受性試験を行った。

【ファージの分離】
ファージの採集には江別市下水処理施設や畜舎由
来（栃木県豚舎，愛知県牛舎）の汚水を使用した。
各 2 Lの汚水を遠心分離（4℃，10,000×g，20 分）
してゴミや細菌を沈殿させた後，上清を回収しポリ
エチレングリコール 6,000（PEG，和光純薬工業株
式会社）10％，NaCl（和光純薬工業株式会社）4％を
加え激しく混和した後に 4℃で一晩静置，ファージ
を吸着させた。その後ファージ－PEG 凝集体を遠
心（4℃，11,000×g，90 分）し，沈殿物を SM buffer
{1 L 当たり 1 MTris-HCl（pH 7.5）50 mL，MgSO4
2 g，NaCl 5.8 g，2％ゼラチン 5 mL} にて懸濁，ク
ロロホルムを加えてファージ－PEG凝集体を解離，
雑菌を殺滅した[3]。遠心（4℃，8,000×g，10 分）に
より PEG を沈殿させ，上清をファージ濃縮液とし
た。
血液寒天培地で培養した E. faecalis と E. faeci-
umを Luria-Broth（LB，BD）培地 5 mLに接種後，
37℃で⚔時間培養し菌液とした。菌液 100 �L と
ファージ濃縮液 100 �L を混合し，吸着時間として
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10 分間静置した後に 45℃に維持しておいた LB 軟
寒天培地｛LB，0.5％アガロースME（中電気浸透）
クラシックタイプ（ナカライテスク株式会社）｝を 3
mL加え混釈した後，Trypticase Soy Agar（TSA，
BD）培地に重層して 37℃で一晩好気培養し，プラー
ク，つまりファージによる溶菌反応の有無を観察し
た。観察されたプラークについては，ピペットで軟
寒天部分吸い取り，2 mLの LB培地へ接種，その後
37℃で⚒～⚓時間振盪培養を行うことでファージの
単離を試みた。この培養液にクロロホルムを 50 �L
加えて激しく混和，宿主細菌を殺滅後，遠心分離
（4℃，10,000×g，⚕分）を行って上清のみを 4℃で
保存した。

【ファージ溶菌活性の評価】
45℃に維持した LB 軟寒天培地に，E. faecalis ま
たは E. faecium の full growth 菌液 100 �L を混合
した後，TSA 培地に重層した。この軟寒天重層培
地上に単離したファージ液を⚕�L 滴下後 37℃で一
晩好気培養し，プラークの形成を観察して溶菌活性
（プラークなし；－，境界が不明瞭なプラーク；±，
境界は明瞭であるが完全に透明化していないプラー
ク；＋，完全に透明化しているが直径 5 mm未満の
プラーク；＋＋，直径 5 mm 以上の明瞭なプラー
ク；＋＋＋）の判定を行った。

【電子顕微鏡撮影】
濃縮ファージ液，full growth E. faecalis 菌液を準
備し，ファージ液，菌液，ファージと菌液を混和し
たものをそれぞれ 2 mL 作成した。それぞれの液を
パラフィルム上に滴下して液滴を形成させ，マイク
ログリットを貼りつけたメッシュを被せ，10 分程静
置し，メッシュにファージ，菌液を吸着させた。ネ
ガティブ染色は 1％燐タングステン酸を使用し，染
色液上にメッシュを⚑秒載せ，液滴を変えてこれを
⚓回行った。自然乾燥させた後，透過型電子顕微鏡
（HITACHI，H7700）で観察した。

【バイオフィルム形成腸球菌に対するファージの
抗菌活性】
バイオフィルム形成後の腸球菌に対するファージ
の溶菌効果を調べた[2]。供試菌 21 株全てについて，
Brain Heart Infusion（BHI，BD）にて 37℃ 24 時間
培養した。マクファーランド濁度が 0.5～⚑番にな
るように調整した菌液を 96 ウェルプレートに 200
�L ずつ滴下し，37℃で 72 時間培養し，バイオフィ
ルムの形成させた。その後スポットテストにより溶

菌活性が最も高かったファージNo.35 液を 20 �L 加
え，30 分，60 分，120 分感作させた後に PBS で⚓回
洗浄した。新鮮なBHI を 200 �L 滴下し再び 37℃で
72 時間培養した。その後 PBS で⚒回洗浄し，1％ク
リスタルバイオレット加ホルマリン生理食塩水で
15 分間染色した。染色後 PBS で⚑回洗浄後，エタ
ノール－アセトン（8：2）を滴下し，クリスタルバ
イオレットを抽出した。吸光度計（iMarkTM

Microplate Reader，バイオ・ラッド ラボラトリー
ズ株式会社）で OD値 595 nm を測定し，抽出され
たクリスタルバイオレット濃度をバイオフィルム濃
度として考察した。

成 績

【被験菌の薬剤感受性】
E. faecalis ではリネゾリド，テイコプラニンに対
して全ての菌株が感受性を示し，E. faeciumでも耐
性を示したのは⚑株のみであった。ミノマイシンに
ついても有効性が高いことが示唆された。一方で，
両菌種ともにリファンピシンに対して高い耐性率が
観察された（表⚑）。

【バクテリオファージの分離】
腸球菌株にファージ濃縮液を接種したところ，多
数のプラークが観察された（図⚑）。単離された
ファージはE. faecium由来のものが合計 24 種，E.
faecalis 由来のものは合計 18 種にのぼり，特に豚舎
由来の汚水に多く腸球菌溶菌性ファージが多く含ま
れていた（表⚒）。

【ファージ溶菌活性の評価】
単離された 42 種のファージのうち，E. faecalis 11
菌株全てを溶菌可能なファージは⚘種，E. faecalis
10 菌株を溶菌できるファージは⚒種存在した。中
でもファージNo.35 および No.36 は，種を超えて全
ての供試菌株を溶菌したことから，腸球菌に対して
強い殺菌能を有していた（表⚓）。

【電子顕微鏡写真】
ファージNo.35 と E. faecalis を透過型電子顕微鏡
で観察をしたところ頭部と尾部を持つファージであ
ることが判明した（図⚒）。

【バイオフィルム形成腸球菌に対するファージの
抗菌活性】
バイオフィルム形成後にファージNo.35 を感作さ
せたところ，ファージの溶菌効果が認められない細
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表 1 腸球菌株の薬剤感受性試験結果
菌種 菌株 PCG VCM EM MINO CIP LVFX LZD RFP TEC

E. faecalis ATCC 19433T S I I S S R S R S
カラス肝臓 1 R I I S I S S R S
カラス肝臓 2 S S S S I S S R S
ウシ子宮 R R R I S S S S S
ウシ乳汁 1 S I I S I I S R I
イヌ糞便 1 S R S S R I S R S
イヌ糞便 2 S I R R S S S I S
イヌ糞便 3 S I I S I S I R S
ネコ尿 S S S I I S S R S
カンガルー口腔 1 S I S R I R S R I
カンガルー口腔 2 S I I I I S S R S

E. faecium ATCC 19434T R S R S I I S R S
カラス肝臓 3 R S I S I R S R S
ウシ乳汁 2 R S I S S R S S S
イヌ膀胱 S S R S R R S R S
イヌ前立腺 R R R S R R R R R
イヌ糞 4 R S R S S S S R S
イヌ糞 5 S S I S R I S R S
イヌ糞 6 S S I S S S S R S
イヌ糞 7 R S R S I I S R S
健康食品 C R S I S S I S R S

R：耐性，I：間性，S：感受性
PCG；ペニシリン 10，VCM；バンコマイシン 30，EM；エリスロマイシン 15，
MINO；ミノサイクリン，CPFX；シプロフロキサシン 5，LVFX；レボフロキサシン 5，
LZD；リネゾリド，RFP；リファンピシン 5，TEC；テイコプラニン 30

図 1 プラークアッセイ
E. faecalis（カンガルー口腔⚒株）を混釈した培地上に栃木県豚舎汚水から濃縮したファー
ジ液を添加した様子。大小さまざまな大きさのプラークが混在し，様々な溶菌活性を持っ
たファージが存在していることが分かる。
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表 2 汚水から単離されたファージ一覧
E. faecalis
No.

溶菌ファージ
株名 宿主菌株 汚水

01 s_ts_tp ATCC 19433T 栃木県豚舎
02 s_cl1_tp カラス肝臓-1 栃木県豚舎
03 s_cl2_tp1 カラス肝臓 2 栃木県豚舎
04 s_cl2_tp2 カラス肝臓 2 栃木県豚舎
05 s_cl2_tp3 カラス肝臓 2 栃木県豚舎
06 s_cl2_tp4 カラス肝臓 2 栃木県豚舎
07 s_cl2_tp5 カラス肝臓 2 栃木県豚舎
08 s_bm1_tp ウシ乳汁 1 栃木県豚舎
09 s_cf2_eb イヌ糞便 2 江別市下水
10 s_cf2_tp1 イヌ糞便 2 栃木県豚舎
11 s_cf2_tp2 イヌ糞便 2 栃木県豚舎
12 s_cf2_tp3 イヌ糞便 2 栃木県豚舎
13 s_cf2_tp4 イヌ糞便 2 栃木県豚舎
14 s_cf3_tp1 イヌ糞便 3 栃木県豚舎
15 s_cf3_tp2 イヌ糞便 3 栃木県豚舎
16 s_fu_tp1 ネコ尿 栃木県豚舎
17 s_fu_tp2 ネコ尿 栃木県豚舎
18 s_fu_tp3 ネコ尿 栃木県豚舎
19 s_fu_tp4 ネコ尿 栃木県豚舎
20 s_km1_tp カンガルー口腔 1 栃木県豚舎
21 s_km2_tp1 カンガルー口腔 2 栃木県豚舎
22 s_km2_tp2 カンガルー口腔 2 栃木県豚舎
23 s_km2_tp3 カンガルー口腔 2 栃木県豚舎
24 s_km2_tp4 カンガルー口腔 2 栃木県豚舎
25 m_ts_ab1 ATCC 19434T 愛知県牛舎
26 m_ts_ab2 ATCC 19434T 愛知県牛舎
27 m_ts_ab3 ATCC 19434T 愛知県牛舎
28 m_ts_ab4 ATCC 19434T 愛知県牛舎
29 m_ts_ab5 ATCC 19434T 愛知県牛舎
30 m_ts_tp1 ATCC 19434T 栃木県豚舎
31 m_ts_tp2 ATCC 19434T 栃木県豚舎
32 m_ts_tp3 ATCC 19434T 栃木県豚舎
33 m_ts_tp4 ATCC 19434T 栃木県豚舎
34 m_cl3_tp カラス肝臓 3 栃木県豚舎
35 m_bm2_tp ウシ乳汁 2 栃木県豚舎
36 m_cp_tp イヌ前立腺 栃木県豚舎
37 m_cf4_tp イヌ糞 4 栃木県豚舎
38 m_cf5_tp イヌ糞 5 栃木県豚舎
39 m_cf6_tp イヌ糞 6 栃木県豚舎
40 m_cf7_tp イヌ糞 7 栃木県豚舎
41 m_sup_tp1 健康食品 C 栃木県豚舎
42 m_sup_tp2 健康食品 C 栃木県豚舎
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菌株が存在した。供試腸球菌株について PCR 法に
て病原遺伝子（esp，pilA，pilB，fms8，sgrA）の有
無を調べたところ，溶菌効果が減弱したE. faecalis
株は全て esp を保有していた（表⚔）。他の遺伝子
については全ての供試菌株で保有が認められなかっ
た。

考 察

本研究の目的は，尿路感染症起因菌の⚑つである
腸球菌を標的とするバクテリオファージの探索で
あった。プラークアッセイとスポットテストの結果
より，合計 42 種のビルレントファージを得ること
ができた。実際に電子顕微鏡によりファージの形態
が観察され，頭部と尾部を持つファージであること
が判明した。ファージの形態から多面体の頭部と収
縮性の尾部を持つMyoviridae に属すると推察され
る。
単離されたファージの中には菌種を超えて溶菌活
性を示すファージが⚒種含まれていた。バクテリオ
ファージは宿主となる細菌種に特異的に感染すると
いわれているが，種や属を超えて溶菌活性を示す
ファージも見付かっている。このようなファージを
ファージセラピーに使用する際は，広い殺菌作用が
期待できる反面，正常細菌叢への負の影響について
検証する必要があるだろう。腸球菌は種々の日和見

感染症の原因となる一方，健康な動物の腸管にも存
在している常在菌叢の⚑つである。実際，本研究内
でも，“プロバイオティクス”として販売されている
⽛健康補助食品C⽜から分離されたE. faecalis 株が，
他の菌株同様にファージによって溶菌される結果と
なった。今後は病原遺伝子を持つ特定の菌株のみを
溶菌する，宿主特異性の高いファージを探索する必
要があるかもしれない。
ディスク試験による薬剤感受性試験の結果，E.
faecalis 株では 11 株中⚙株，E. faecium 株では 10
株中⚙株がリファンピシンに対して顕著に耐性を示
したことから，動物由来の腸球菌株は高頻度でリ
ファンピシン耐性を持つと考えられる。また，他の
抗菌剤に対しても E. faecium 株には耐性が多く観
察されたが，これはこの菌種は耐性菌株の割合が高
いという既知の情報と矛盾しない[6,9]。リファンピ
シン耐性株に対してもファージが溶菌活性を示して
いることから，抗菌剤に代わってファージに殺菌効
果が期待できることが示唆された。
腸球菌はバイオフィルムを形成することにより，
より薬剤および環境耐性を増すことが知られてい
る。尿道カテーテルなどにこのバイオフィルが形成
された場合，ファージの菌体への吸着が阻害されて，
十分な溶菌活性が得られない可能性がある[7]。今
回，esp 遺伝子を保有している E. faecalis 株では，
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図 2 ファージの電子顕微鏡写真
E. faecalis 表面に，多面体の頭部と尾部を持つ全長約 200 nmのファージが吸着している様子が観察された。



バイオフィルムに対するファージの抗菌効果が観察
されなかった。esp 遺伝子保有菌株は，より強力な
バイオフィルムを形成することができ，それにより
ファージの効果が充分に得られなかったのではない
かと考えられる。Garg ら[2]は，esp 遺伝子はバイオ
フィルム形成をするための必須遺伝子ではないが，
その存在がバイオフィルム形成を促進する可能性が
あることを示している。ファージセラピーでは複数
株のファージを混合し，ファージカクテルとして使
用することで相乗的な溶菌効果をもたらすことがで
きるとされているため，強い溶菌活性を持つファー
ジ株の探索を継続することで，尿路感染症および院
内感染に対して有効な治療法としての応用が期待で
きるだろう。
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Summary

Enterococcus spp. have emerged as important pathogens in urinary tract infection, especially in companion
animals. Enterococci show intrinsic resistance to a large number of antibiotics. Phage therapy is widely being
reconsidered as an alternative to antibiotics. In this study, we have isolated forty-two virulent phages using
Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium isolated from animal origin.
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